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【要約】 
 
Combinatorial therapy of cilostazol and probucol effectively 
protects from albuminuria and podocyte monocyte 
chemoattractant protein 1 upregulation in 
lipopolysaccharide-induced podocyte injury model 
（シロスタゾールとプロブコールの併用療法は 
リポポリサッカライド誘導ポドサイト傷害モデルにおいて
アルブミン尿およびポドサイトの monocyte chemoattractant 
protein 1過剰発現を抑制する） 
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【背景・目的】 
慢性腎臓病（CKD）はその罹患率の高さ、末期腎不全への進展のみならず心血管疾患の
リスク因子となることから、社会的・経済的に大きな問題となっている。蛋白尿を生じる
腎糸球体濾過機能の異常は CKDの病態を形成するとともに、その発症・進展に関与してい
る。この濾過機能の維持には糸球体上皮細胞 (ポドサイト) が中心的な役割を果たしており、
ポドサイトの肥大・消失、足突起癒合などの形態変化を伴うポドサイト傷害は、蛋白尿の
発症に大きく関わる。ポドサイトの機能維持が重要であることは明らかであるが、ポドサ
イト傷害に対する介入方法はまだ確立されていず、これまでに、アンジオテンシンⅡ阻害
剤、ビタミン D、スタチンなどによるポドサイト保護作用が報告されているものの、臨床効
果は十分とはいえない。最近、抗血小板薬であるシロスタゾール（CSZ）および脂質異常症
治療薬であるプロブコール（PBC）が CKDの代表的疾患である 2型糖尿病の腎症進展に対
して、蛋白尿抑制、透析導入期間延長といった進展抑制作用を発揮することが報告された。
しかし、これらの腎保護効果のメカニズムは明らかではなく、ポドサイトに対する作用も
不明である。また、CSZ、PBC両剤の併用が内皮細胞において、リポポリサッカライド（LPS）
による炎症に対して相乗的な抑制効果を示すことも報告されている。炎症は CKDにおける
ポドサイト傷害に関与しており、CKDに対する相乗効果も考えられる。そこで、我々は CSZ
と PBC単剤もしくは併用によるポドサイト保護効果およびそのメカニズムを明らかにする
ことを目的とし、検討を行った。 
【方法】 
実験モデルとして LPS誘導ポドサイト傷害モデルを用いた。マウスを 4群に分け、CSZ、
PBCまたは両剤を含む混餌で 10日間飼育したのち、LPSの腹腔内投与を行った。LPS投与
前及び 24時間後にスポット尿を回収し、ELISA法で尿中アルブミンを測定、さらに腎臓を
摘出し、免疫染色による解析を行った。In vitroでは、培養ポドサイトを CSZと PBCで前処
理したのち、LPS で刺激し、リアルタイム PCR、免疫染色、ウェスタンブロッティング、
ルシゲニンアッセーなどの方法を用いて LPS-Toll like receptor 4 (TLR4) 下流の細胞内シグ
ナルの解析を行った。 
【結果】 
1. LPSモデルにおける CSZ、PBCのアルブミン尿および monocyte chemoattractant protein 1 
(MCP1) の発現上昇に対する効果： 
マウスに LPSを投与すると著明なアルブミン尿を生じた。このアルブミン尿の増加は
シロスタゾールにより約 40％抑制され、プロブコールでも抑制傾向を認めた。さらに両
剤の同時投与では約 60％と、より強い効果が認められた。 
同モデルのアルブミン尿は LPS によるポドサイトへの直接障害に起因することが知
られている。また、LPSモデルの糸球体におけるマイクロアレー解析で、炎症関連因子
をはじめとする、さまざまな因子の発現変化が生じることが報告されている。この中で、
遺伝子発現変化が大きく、ポドサイトの足突起の融合に関与することが報告されている
MCP1に注目した。足突起融合は細胞骨格の変化により生じるため、MCP1のポドサイ
トの細胞骨格への作用をファロイジン染色で検討したところ MCP1 は培養ポドサイト
において、ストレスファイバーを減少した。さらに LPSによるストレスファイバーの減
少が、MCP1の受容体である CCR2の阻害剤により抑制された。このことから、LPSに
よるポドサイト傷害にMCP1が重要な役割を果たすことが示唆された。 
そこで、CSZ、PBCの腎糸球体におけるMCP1発現に対する影響を免疫染色により検
討した。その結果、腎糸球体では LPSによりMCP1の発現が 3.7倍上昇し、その上昇は
CSZ により 28%、PBC により 61%抑制され、さらに両剤の併用により、より強い抑制
効果が認められた。一方、尿細管や間質ではMCP1の上昇はみられなかった。糸球体に
おけるMCP1産生の主座を明らかにするため、主要な糸球体構成細胞である、ポドサイ
ト、内皮細胞、メサンギウム細胞に対し、それぞれ、ポドカリキシン、CD31、PDGFRβ
をマーカーとして二重染色を行った。その結果、MCP1はポドカリキシンと共発現して
おり、MCP1は主にポドサイトにより産生されるものと考えられた。 
2. 培養ポドサイトにおける CSZと PBCの LPS-TLR4シグナルに対する抑制効果： 
次に、CSZ、PBC の MCP1 発現抑制メカニズムを培養ポドサイトを用いて解析した。
培養ポドサイトにおいても、in vivoの糸球体での結果と同様、MCP1は LPSにより上昇
し、CSZ、PBCはこの過剰発現を有意に抑制することが mRNA、蛋白レベルで確認され
た。LPSは TLR4を介してMCP1の発現亢進を生じるため、その細胞内シグナル伝達経
路として知られる NF-κB 経路、MAPK 経路および酸化ストレス経路に関して検討を加
えた。まず、NF-κBの活性化を p65サブユニットの免疫染色による核内移行で検討した
ところ、LPSにより NF-κB の核内移行が著明に上昇し、その上昇は CSZ、PBCにより
抑制され、さらに両剤の併用投与によりほぼ完全に抑制された。 
MAPK経路に関しては、LPSにより p44/42MAPKのリン酸化は生じたが、p38MAPK、
JNKのリン酸化はみられなかった。この p44/42 MAPKのリン酸化は CSZにより抑制さ
れたが、PBCには抑制効果は見られなかった。CSZは PDE3を阻害することにより細胞
内 cAMPを上昇させ、抗血小板や血管拡張作用を発揮することが知られており、培養ポ
ドサイトにおいても細胞内 cAMP濃度を上昇させることが確認された。そこで、CSZの
p44/42 MAPKリン酸化抑制作用における cAMP-PKAの活性化が関与を、アデニル酸サ
イクラーゼ活性化剤であるフォルスコリン（FSK）および PKA 阻害剤である H89を用
いて検討したところ、フォルスコリンは CSZ と同様に LPS により誘導される
p44/42MAPK のリン酸化を抑制し、CSZ の抑制作用は H89 によりキャンセルされた。
MCP1に関しても同様に FSKによりその発現が抑制され、H89は CSZによる抑制効果
をキャンセルした。この結果より、CSZの p44/42MAPKリン酸化抑制作用は cAMP-PKA
の活性化を介していることが明らかとなった。 
酸化ストレスに関しては、培養ポドサイトにおける、LPSでの活性酸素の著明な増加
が DHE染色により明らかとなり、抗酸化作用を有することが知られる PBCはその上昇
を完全に抑制した。一方、CSZ には抗酸化作用は見られなかった。この PBC による酸
化ストレス抑制は腎糸球体においても同様に認められた。また、別の抗酸化剤である
N-acetyl cysteine (NAC) もLPSによるMCP1の発現誘導およびNF-κBの核内移行を抑制
したことから、LPSによるMCP1誘導における酸化ストレスの関与が明らかとなり、PBC
は抗酸化作用を介してMCP1抑制効果を発揮していることが示唆された。 
糸球体における活性酸素は主に NADPHオキシダーゼ（Nox）により産生されること
から、Noxの活性をルシゲニンアッセーにより検討したところ、Noxの活性は LPSによ
って上昇し、その上昇は PBC により有意に抑制された。また、Nox 阻害剤である
Diphenyleneiodonium (DPI) は LPSにより誘導される MCP1の発現亢進を濃度依存性に
抑制し、Noxの活性亢進がMCP1の発現に関与していることが示唆された。一方で、別
の Nox阻害剤である apocyninは 250uMの高濃度であってもMCP1の発現は抑制しなか
った。Noxには主に Nox１から 4まで、4つのアイソフォームが存在しており、ポドサ
イトでは Nox1、2、4が発現していた。DPIは pan Nox inhibitorであり、apocyninは Nox1, 
2の阻害剤であることから、LPSによる MCP1の誘導には Nox4アイソフォームが関与
しているものと考えられた。さらにPBCはNox4の発現を抑制することが明らかになり、
PBCのMCP1抑制作用は Nox4の抑制を介していることが示唆された。 
【考察】 
 本研究は初めてCSZと PBCのポドサイト傷害に対する保護効果およびそのメカニズムを
示したものである。CSZ、PBC はともに NF-κB を抑制、さらに CSZは cAMP-PKA の活性
化を介して p44/42 MAPKのリン酸化を抑制し、PBCは Nox4の発現抑制を介して、ROSの
産生を抑制することにより、ポドサイト傷害性 MCP1 の発現を抑制することで、LPS によ
り誘導されるアルブミン尿を抑制することが明らかとなった。CSZと PBCの併用療法は、
単剤と比較して、より強い効果を示した。LPS-TLR4シグナルは転写因子 NF-κBと AP-1を
介してMCP1を誘導する。p44/42 MAPKのリン酸化は AP-1経路と NF-κB経路を活性化す
ること、さらに ROSは NF-κB経路と異なる機序を介してポドサイト傷害を引き起こすこと
が報告されている。CSZと PBCの同時投与では、これらのシグナルを同時に抑制すること
により、より強いポドサイト保護効果が発揮されているものと考えられる。さらに、TLR4
シグナルおよび MCP1 は CKD の発症・進展にも関与することが報告されており、CSZ と
PBCの併用療法が CKDに対する有効な治療戦略となりうるものと期待される。 
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